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Garlic (Allium sativum) is one of the most important agricultural product that has organosulphur  
compound, such as alliin, allicin, and  ajoene. Those organosulphur compound used as  
antibiofilm agent by inhibiting adhesion and quorum sensing process in Pseudomonas 
aeruginosa. The purpose of study was to identify the antibiofilm effect and Minimum Biofilm  
Inhibitory Concentration (MBIC) of methanolic extract of garlic against the growth of P.  
aeruginosa biofilm. This was quasi experimental with posttest only control group design. The  
colony of P. aeruginosa were divided into 7 groups with 5 groups used methanolic extract of  
garlic as P1-P5 at a dose 0,3; 0,6; 0,9;1,2; and 1,5 mg/mL, positive control group (K+) used 
NAC 80 mg/mL, and negative control group (K-) used sterile water. This research using 
Microtitter Plate Biofilm Assay Method with 4 replication. The absorbance value was analized by 
using One Way Anova statistical analysis, it showed the significance value p=0,000 (p<0,05). By  
using linier regression, the MBIC was obtained at the dose of 0,3468 mg/mL. In conclusion,  
methanolic extract of garlic had ability to inhibit the growth biofilm of P. aeruginosa.
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Bawang putih (Allium sativum) merupakan hasil pertanian hortikultur yang sering digunakan 
sebagai bahan pengganti obat yang memiliki senyawa organosulfur seperti alliin, allicin, dan 
ajoene. Senyawa tersebut bersifat sebagai agen antibiofilm melalui mekanisme pencegahan 
proses adesi dan quorum sensing pada bakteri Pseudomonas aeruginosa. Tujuan dari 
penelitian ini adalah untuk mengetahui efek antibiofilm ekstrak metanol bawang putih pada P. 
aeruginosa. Penelitian ini menggunakan penelitian quasi eksperimental dengan rancangan post 
test only control group design. Terdapat 7 kelompok dengan 5 kelompok perlakuan (P1-P5) 
dengan konsentrasi 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; dan 1,5 mg/ml, kontrol positif berisi N-acetylcystein 80 
mg/ml, dan kontrol negatif berisi air. Pengukuran aktivitas penghambat pembentukan biofilm 
menggunakan metode Microtitter Plate Biofilm dengan 4 kali pengulangan. Nilai absorbansi 
dianalisis menggunakan uji One Way Anova dan didapatkan signifikansi 0,000 (p<0,05). 
Dengan menggunakan uji regresi linier didapatkan MBIC sebesar 0,3468 mg/mL. Dapat 
disimpulkan bahwa ekstrak metanol bawang putih dapat menghambat pertumbuhan biofilm 
pada P. aeruginosa
	  
Kata Kunci: biofilm, bawang putih, Minimum Biofilm Inhibitory Concentration, P. aeruginosa
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Pendahuluan
Bawang putih (Allium sativum) merupakan 
hasil pertanian hortikultur yang sering digunakan 
sebagai bahan pengganti obat. Saat ini, bawang 
putih merupakan salah satu dari dua puluh 
sayuran terpenting di dunia yang diproduksi 
sebanyak 300 juta ton per tahun [1]. Sedangkan 
Indonesia merupakan produsen bawang putih 
dengan menghasilkan 13.000 ton pada tahun 
2013 dan akan terus meningkat hasi l 
produksinya sebanyak 2,56% per tahun [2]. 
Bawang putih memiliki berbagai kandungan di 
dalamnya, yaitu alliin, allicin, ajoene, berbagai 
macam enzim, vitamin B, mineral, dan flavonoid 
[1]. Alliin dan derivat organosulfur lainnya, 
seperti allicin, ajoene, dan allyl methyl sulfide, 
merupakan kandungan utama bawang putih 
sebanyak 85,72% dari total kandungan kimia 
yang terdapat dalam bawang putih [3].
Sebagai agen antibiofilm, bawang putih 
dapat menghambat pembentukan biofilm melalui 
pencegahan proses adhesi dan detachement 
[4]. Setiap bakteri memiliki mekanisme 
pembentukan biofilm yang berbeda, salah 
satunya adalah Pseudomonas aeruginosa. 
Matriks biofilm P. aeruginosa terdiri atas 
b e b e r a p a m a c a m s u b s t a n s i s e p e r t i 
eksopolisakarida, extracellular DNA (eDNA), 
protein, dan beberapa bahan lain seperti 
fimbriae, type IV pili (T4P), dan flagella. 
Eksopolisakarida yang terbentuk terdiri atas 
alginat, polysaccharide encoding locus (pel), 
dan polysaccharide synthesis locus (psl) [5]. 
Pembentukan biofilm pada P. aeruginosa sangat 
tergantung pada keberadaan psl dan pel. Dalam 
hal ini, psl berfungsi sebagai pelindung terhadap 
reaksi imun tubuh berupa fagositosis oleh 
neutrofil dan sebagai pelindung terhadap 
adanya antibiotik yang ada di lingkungan 
sekitarnya. Sedangkan pel merupakan salah 
satu bahan yang menjadi penyebab terjadinya 
resistensi pada golongan beta-laktamase, 
fluorokuinolon, dan aminoglikosida [6].
Infeksi akibat P. aeruginosa adalah infeksi 
yang sebagian besar terjadi di rumah sakit 
dengan angka kejadian mencapai 4,2% di Jawa 
Timur [7]. Di Amerika, infeksi akibat P. 
aeruginosa mencapai 51.000 kasus per tahun 
dengan 6.700 kasus menyebabkan Multidrug-
Resistant Psedomonas dan 440 diantaranya 
mengalami kematian [8]. Terjadinya resistensi 
pada P. aeruginosa disebabkan karena bakteri 
ini dapat dengan mudah membentuk biofilm 
hanya dalam kurun waktu 24 jam [9]. Bakteri 
yang tumbuh dalam biofilm berada dalam fase 
dorman sehingga dapat terhindar dari stres 
lingkungan, salah satunya akibat pengaruh 
antibiotik [10]. Dibutuhkan antibiotik dengan 
dosis 100 hingga 1000 kali lebih tinggi untuk 
membunuh patogen yang dilindungi oleh biofilm 
[4].
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengetahui aktivitas ekstrak metanol bawang 
putih (Allium sativum) sebagai penghambat 
pembentukan biofilm pada P. aeruginosa dan 
untuk mengetahui berapa konsentrasi minimum 
bawang putih dalam menghambat pembentukan 
biofilm pada P. aeruginosa.
 
Metode Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium 
Mikrobiolgi dan Laboratorium Biokimia Fakultas 
Kedokteran Universitas Jember pada bulan 
November 2016.
Jenis penel i t ian in i menggunakan 
penelitian eksperimental semu secara in vitro 
dengan rancangan penelitian post-test only 
control group design. Aktivitas ekstrak metanol 
bawang put ih (Allium sativum) terhadap 
penghambat pembentukan biofilm pada P. 
aeruginosa menggunakan metode Microtitter  
Plate Biofilm Assay. Terdapat 7 kelompok 
dengan 5 kelompok perlakuan (P1-P5) dengan 
konsentrasi 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; dan 1,5 mg/ml, 
kontrol positif berisi N-acetylcystein 80 mg/ml, 
dan kontrol negatif berisi air. Penelitian ini 
dilakukan dengan 4 kali pengulangan.
Sampel yang digunakan adalah koloni 
bakteri P. aeruginosa yang telah distandarkan 
dengan larutan 0,5 Mc Farland. Ukuran sampel 
(sample size) dihitung dengan rumus Federer, 
sehingga pengulangan dilakukan sebanyak 4 
kali pada masing-masing kelompok perlakuan. 
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah 
konsentrasi ekstrak metanol bawang putih 
dengan 5 serial konsentrasi, yaitu 0,3; 0,6; 0,9; 
1,2; dan 1,5 mg/mL. Variabel terikat adalah 
aktivitas penghambatan pembentukan biofilm 
pada P. aeruginosa yang didapatkan dari nilai 
Optical Density (OD) yang didapatkan dari 
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pengukuran menggunakan microplate reader  
pada panjang gelombang. Dan variabel 
terkendali meliputi pembuatan suspensi P. 
aeruginosa, pembuatan ekstrak, lama inkubasi, 
suhu inkubasi, pengukuran menggunakan 
microplate reader, dan prosedur penelitian
Pengujian pembentukan biofilm dilakukan 
secara in vitro menggunakan metode Microtitter  
Plate Biofilm Assay pada microplate U-bottom 
PVC 96-well. Suspensi P. aeruginosa dibiakkan 
pada media MHB selama 24 jam pada suhu 
37oC lalu suspensi bakteri tersebut dimasukkan 
ke dalam media MHB yang baru dengan 
perbandingan 1:100. Sebanyak 100 µL dari 
suspensi ini dimasukkan ke dalam well. Pada 
penelitian ini terdapat 7 kelompok, diantaranya 
adalah kelompok kontrol negatif, kelompok 
kontrol positif, dan 5 serial dosis ekstrak bawang 
putih. Kelompok perlakuan ditambahkan ekstrak 
metanol bawang putih dengan konsentrasi 0,3; 
0,6; 0,9; 1,2; dan 1,5 mg/mL sebanyak 100 
µL/well. Kelompok kontrol positif diberi suspensi 
bakteri dengan ditambahkan 100 µL NAC 80 
mg/mL. Kelompok kontrol negatif diberi suspensi 
bakteri dengan ditambahkan 100 µL akuades 
steril. Setelah itu, inkubasi pada suhu 37°C 
selama 24 jam.
Microplate dicuci dengan Phospat Buffer  
Saline (PBS) steril sebanyak 3 kali, kemudian 
dikeringkan. Untuk memfiksasi biofilm ditambah 
100 µL metanol 99% dan diamkan selama 15 
menit. Ditambahkan 100 µL kristal violet 1% dan 
didiamkan selama 20 menit. Cuci microplate 
dengan akuades dan ditambahkan 100 µL asam 
asetat glasial 33% dan tunggu 15 menit. 
Pengamatan dilakukan dengan microplate 
reader pada panjang gelombang 630 nm. 
Data absorbansi yang merupakan nilai 
Optical Density (OD) dianalisis secara statistik 
menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene’s 
test untuk mengetahui persebaran dan 
homogenitas data. Jika p>0,05, dilanjutkan 
dengan Uji One Way Anova dan dilanjutkan 
dengan post hoc test LSD. Uji regresi linier 
dilakukan untuk mengetahui MBIC bawang putih 
terhadap pertumbuhan biofilm P. aeruginosa. 
Hasil Penelitian
Aktivitas ekstrak metanol bawang putih 
(All ium sativum) te rhadap penghambat 
pembentukan biofilm pada Pseudomonas 
aeruginosa menggunakan metode Microtitter  
Plate Biofilm Assay dengan 5 kelompok serial 
konsentrasi, kelompok kontrol positif, dan 
kelompok kontrol negatif. Hasil penghambatan 
pembentukan biofilm yang diukur menggunakan 
microplate reader pada panjang gelombang 630 
nm disajikan dalam bentuk nilai Optical Density  
(OD), sehingga didapatkan nilai rata-rata ± 
Standar Deviasi (SD) seperti ditunjukkan pada 
Tabel 1. 
Tabel 1. Hasil pengukuran menggunakan 






























































Hasil data kuantitatif yang diperoleh dari 
Tabel 1 digunakan untuk mengetahui efek 
masing-masing kelompok perlakuan terhadap 
pembentukan biofilm pada P. aeruginosa. Data 
OD tersebut dilakukan penghitungan % inhibisi 
d e n g a n r u m u s I n h i b i t i o n , % = ( O D 
n e g a t i v e c o n t r o l – O D s a m p l e / O D 
negativecontrol) x 100%. Penghitungan % 
inhibisi dilakukan untuk mengetahui konsentrasi 
minimal ekstrak yang dibutuhkan dalam 
menghambat pertumbuhan biofilm pada bakteri 
P. aeruginosa pada masing-masing perlakuan 
seperti yang ditunjukkan pada Tabel 2.
Tabel 2. Hasil persentase inhibisi ekstrak 
metanol bawang putih terhadap 
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Berdasarkan tabel di atas, aktivitas 
penghambat pembentukan biofilm dimulai pada 
kelompok P2 dan terjadi peningkatan % inhibisi 
pada setiap kelompok perlakuan. P5 merupakan 
kelompok perlakuan yang memiliki % inhibisi 
tertinggi yaitu sebesar 26,886 % sedangkan 
pada kelompok kontrol negatif, rata-rata inhibisi 
yang d idapa tkan ada lah 0%. Ha l i n i 
menunjukkan bahwa tidak terjadi aktivitas 
penghambat pembentukan biofi lm pada 
kelompok kontrol negatif.
Dari data tersebut, dapat disimpulkan 
bahwa semakin tinggi konsentrasi bawang putih 
maka nilai Optical Density (OD) yang dihasilkan 
semakin rendah dan % inhibisi yang didapatkan 
semakin tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa 
pemberian ekstrak bawang putih dapat 
menghambat pertumbuhan biofilm pada P. 
aeruginosa.
Dari data OD, data dianalis menggunakan 
uji statistik. Hasil uji Saphiro-Wilk dan Levene’s 
test	   didapatkan	   bahwa p>0,05. Hal ini 
menunjukkan data terdistribusi normal dan 
memiliki varian yang sama. Kemudia 	  dilakukan 
uji One Way ANOVA	   dan didapatkan	   nilai 
signifikansi 0,000. Hal ini menunjukkan bahwa 
terdapat perbedaan yang signifikan pada 
kelompok perlakuan. Untuk mengetahui 
kelompok mana yang berbeda signifikan, maka 
dilakukan uji lanjutan LSD	   yang ditunjukkan 
pada Gambar 1.	  
Untuk mengetahui besarnya nilai hambat 
terkecil pada ekstrak bawang putih terhadap 
pembentukan biofilm, dilakukan uji regresi linier. 
Hasil uji regresi linier menunjukkan Sig. = 0,000 
(p<0,05) yang berarti variabel x (konsentrasi) 
signifikan berpengaruh terhadap variabel y (% 
hambatan biofilm). Hasil uji regresi linier 
menunjukkan bahwa nilai a adalah -7,542 dan 
nilai b adalah 21,743. Sehingga persamaan 
regresi yang didapatkan adalah y=-7,542 + 
21,743x. Dari persamaan tersebut dimasukkan 
nilai y = 0 (% inhibisi minimal), sehingga 
didapatkan nilai x = 0,3468. Dapat disimpulkan 
bahwa konsentrasi terkecil dari ekstrak bawang 
putih dalam menghambat pembentukan biofilm 
pada P. aeruginosa adalah pada konsentrasi 
0,3468 mg/mL. 
Gambar 1.	  Rata-rata Optical Density (OD630nm) 
biofilm P. aeruginosa. (*) P<0,05 
terhadap kontrol negati f ; (**) 
P<0,001 terhadap kontrol negatif; (+) 
P<0,05 terhadap kontrol positif; (++) 
P<0,001 terhadap kontrol positif.	  
Pembahasan
Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui 
aktivitas ekstrak bawang putih terhadap 
penghambat pembentukan biofilm pada P. 
aeruginosa. Pada kelompok kontrol negatif yang 
berisi akuades tidak memiliki nilai inhibisi karena 
pada kelompok ini pertumbuhan biofilm tidak 
dihambat oleh H2O. Kelompok kontrol negatif 
digunakan sebagai penanda bahwa bakteri yang 
tumbuh pada media MHB dapat meningkatkan 
pertumbuhan biofilm. Gambar 1 menunjukkan 
bahwa kelompok kontrol negatif berbeda 
signifikan terhadap kelompok kontrol positif dan 
dapat diketahui bahwa perlakuan yang diberikan 
pada kedua kontrol ini berbeda, sehingga OD 
yang dihasilkan berbeda pula. OD pada kontrol 
positif lebih rendah daripada kontrol negatif. 
Sehingga dapat diketahui bahwa semakin 
rendah OD maka pertumbuhan biofilm semakin 
rendah pula. Hal ini menunjukkan bahwa kontrol 
positif yang berisi NAC 80 mg/mL dapat 
menekan pertumbuhan biofilm pada P. 
aerug inosa, sesua i dengan pene l i t i an 
sebelumnya yang menunjukkan bahwa NAC 80 
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mg/mL  memil iki si fat bakterisidal pada 
beberapa bakteri, termasuk pada bakteri yang 
telah resisten [11]. Selain itu, NAC juga memiliki 
sifat sebagai agen antibiofilm yang kuat karena 
NAC dapat mengurangi pertumbuhan biofilm, 
menghambat adhesi bakteri, dan mengurangi 
produksi matriks eksopolisakarida [12].
Sebanyak 85,72% senyawa dalam 
bawang putih merupakan derivat organosulfur. 
Diharapkan senyawa organosulfur yang ada di 
dalam bawang putih, terutama allicin dan 
ajoene, dapat berperan sebagai agen antibiofilm 
pada P. aeruginosa. Berdasarkan Tabel 1 
diketahui bahwa nilai OD terendah terdapat 
pada kelompok P5 dan kelompok P1 merupakan 
kelompok perlakuan dengan nilai OD tertinggi. 
Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi 
konsentrasi bawang putih yang diberikan, maka 
nilai OD yang dihasilkan semakin rendah 
sehingga % inhibisi yang dihasilkan akan 
semakin tinggi. Hal ini menunjukkan bahwa 
aktivitas penghambat pembentukan biofilm 
semakin tinggi pula.
Jika kelompok P5 (ODrata-rata=0,096) 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif 
(ODrata-rata=0,100) terjadi peningkatan nilai rata-
rata OD. Hal ini menunjukkan bahwa kelompok 
P5dengan konsentrasi 1,5 mg/mL ekstrak 
b a w a n g p u t i h m e m i l i k i k e m a m p u a n 
menghambat pertumbuhan biofilm lebih tinggi 
dibandingkan dengan kelompok kontrol positif 
yang berisi NAC 80 mg/mL. NAC dengan dosis 
80 mg/mL seharusnya dapat menekan 
pertumbuhan biofilm bahkan hingga dapat 
bersifat bakterisidal, sehingga OD yang 
dihasilkan seharusnya lebih rendah daripada 
semua kelompok perlakuan. Hal ini disebabkan 
karena pada penelitian pencampuran NAC 
dengan akuades menggunakan vortex tidak 
dilakukan selama 2 menit, sehingga NAC masih 
menggumpal dan belum sepenuhnya larut 
dalam akuades. Pada akhirnya kemampuan 
NAC dalam menghambat pertumbuhan biofilm 
menjadi menurun. Hal ini sesuai dengan 
penelitian sebelumnya yang menunjukkan 
bahwa pencampuran NAC dengan akuades 
menggunakan vortex dilakukan selama 2 menit 
[13].
Kemampuan allicin dan ajoene dalam 
menghambat pertumbuhan biofilm sesuai 
d e n g a n p e n e l i t i a n s e b e l u m n y a y a n g 
menunjukkan bahwa kedua senyawa tersebut 
dapat berperan sebagai N-acyl homoserine 
lactone (AHL) analogue [14]. AHL merupakan 
salah satu autoinducer yang dihasilkan oleh 
bakteri Gram negatif, seperti pada P. aeruginosa 
[15]. Oleh karena itu, kedua senyawa tersebut 
dapat berikatan dengan AHL quorum sensing 
receptor sehingga pembentukan biofilm dapat 
terhambat. Pada dasarnya, ketika proses 
quorum sensing terjadi maka komunikasi antar 
bakteri terjadi pula. Hal ini dapat meningkatkan 
pertumbuhan bakteri pada biofilm yang telah 
terbentuk. Hal ini tidak terjadi jika pada proses 
pembentukan biofilm diberikan ekstrak bawang 
pu t i h . Namun pene l i t i an sebe lumnya 
menyebutkan bahwa ekstrak bawang putih tidak 
menghilangkan biofilm yang sudah terbentuk, 
namun hanya dapat membuat biofilm yang 
mengalami defisiensi quorum sensing menjadi 
fragil atau mudah pecah. Sehingga penggunaan 
bawang putih sebagai agen antibiofilm perlu 
dikombinasikan dengan antibiotik lain supaya 
eradikasi terhadap bakteri P. aeruginosa 
menjadi lebih efektif [15].
Penelitian sebelumnya juga menjelaskan 
bahwa terdapat mekanisme yang berbeda 
dalam menghambat pertumbuhan biofilm pada 
P. aeruginosa. Penurunan aktivitas second 
messenger pada bakteri, seperti c-di-GMP 
(cyclic dimetric guanosine monophosphate) 
dapat menekan pertumbuhan biofilm pada P. 
aeruginosa. Protein FleQ yang dihasilkan oleh 
P. aeruginosa yang berfungsi sebagai master 
regulator ekspresi gen pada flagella dapat 
menyebabkan te r jad inya adhes i pada 
permukaan sel. Tidak hanya proses adhesi, 
ikatan antara protein FleQ dan c-di-GMP dapat 
menginisiasi pembentukan biofilm dan peristiwa-
peristiwa morfogenesis sel lain yang meliputi 
proses transkripsi dan translasi pada P. 
aeruginosa [16]. Ketika kompleks FleQ dan c-di-
GMP berikatan, maka terjadi proses regulasi 
ekspresi gen yang mempengaruhi terbentuknya 
eksopolisakarida pada biofilm, yaitu pel dan psl.  
Namun ketika terjadi penekan aktivitas c-di-
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GMP maka proses pembentukan eksopolisarida 
tersebut menjadi terhambat [17].
Data OD yang dihasilkan pada microplate 
reader kemudian diolah untuk mendapatkan nilai 
% inhibisi dari setiap kelompok. Kelompok P1 
memiliki rata-rata inhibisi terendah yaitu -0,765 
% dan P5 memiliki nilai rata-rata inhibisi tertinggi 
yaitu 26,886%. Tanda negatif pada rata-rata 
inhibisi kelompok P1 menunjukkan bahwa pada 
konsentrasi 0,3 mg/mL, kandungan organosulfur 
yang ada di dalam bawang putih belum mampu 
menghambat pertumbuhan biofilm pada bakteri 
P. aeruginosa. 
Pada pengukuran biof i lm, metode 
menggunakan pewarnaan kristal violet sering 
digunakan sebagai sebagai metode indirek 
dengan menggunakan 96-wells microtiter plates. 
Kekurangan dari penggunaan metode ini adalah 
bahan kristal violet berikatan dengan seluruh 
permukaan molekul yang bermuatan negatif dan 
polisakarida yang terdapat pada matriks 
ekstraselular, termasuk sel yang masih hidup 
maupun yang sudah mati. Sehingga metode 
pewarnaan menggunakan kristal violet ini sulit 
untuk menentukan berapa jumlah biofilm yang 
mati [18]. Oleh karena itu, untuk mengetahui 
jumlah sel biofilm yang mati dan yang hidup 
dapat dilakukan dengan melakukan pengukuran 
menggunakan Confocal Laser Scanning 
Microscope (CLSM). Pengukuran menggunakan 
CLSM dapat mengetahui aktivitas penghambat 
biofilm baik secara kualitatif maupun kuantitatif, 
sehingga hasil yang didapatkan menjadi lebih 
akurat.	  
Simpulan dan Saran
Ekstrak metanol bawang putih (Allium 
sativum) dapat menghambat pembentukan 
biofilm pada Pseudomonas aeruginosa secara 
in vitro. Konsentrasi minimum bawang putih 
dalam menghambat pertumbuhan biofilm bakteri 
P. aeruginosa adalah 0,3468 mg/mL.
Untuk penel i t ian selanjutnya perlu 
dilakukan pengukuran aktivitas pertumbuhan 
biofilm menggunakan Confocal Laser Scanning 
Microscope (CLSM) supaya dapat mengetahui 
secara kualitatif dan kuantitatif pertumbuhan 
biofilm yang terjadi. Selain itu, perlu dilakukan 
purifikasi bahan aktif bawang putih, yaitu allicin 
dan ajoene, untuk menetahui efek langsung 
bahan aktif sebagai agen antibiofilm.	   Untuk 
mengetahui efektifitas bawang putih perlu 
dilakukan kombinasi ekstrak bawang putih 
dengan antibiotik untuk mengetahui efektivitas 
bawang putih sebagai agen antibiofilm pada P. 
aeruginosa, dan perlu juga	  dilakukan penelitian 
lebih lanjut secara in vivo agar dapat diketahui 
efek bawang putih terhadap penghambat 
pembentukan biofilm pada P. aeruginosa	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